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論 文 内 容 要 旨
1.目 的および背景
家畜の受精卵 移植技術 は、1930年 代か ら1950年 代 にかけ相次 いで最初の
成功例 が報告 され、特 に牛 においては、実用実施 に向 けた研究 が数多 くなされ、現
在 では産業技術上重要 な位 置を占めるに至 っている。
一 方、豚 においては、1951年 にKvasnikiiが初めて受精 卵移植 に より産子 を得
た研究 を報告 して以来 、受精卵移植技術 は、主 と して豚の繁殖生理学研究の一手 段
として広 く活用 され てきた。 しか し、豚 は牛に比べ繁殖能力が高 いこと、各個体 に
対す る価値が低 いこ とか ら受精卵移植技術が産業 的に活用 され るこ とは稀であ った。
養豚産業が大規摸集約化 されるとそれ まで問題 とされなか った生産性低下を来 す
慢性感染症の排 除が重要 な課題 とな り、 これ らの疾病 を排除 した豚群か らな るSP
F養豚が 開発 され た。SPF豚 群は、遺伝的に優れた一般豚(conventionalpig)
の妊娠末期母豚か ら無菌 的に帝王切開または子宮切断によって胎仔 を摘 出 し、 この
胎仔(primarySPFpiglet)を閉鎖系で育種増殖 して作 出され る。「受精卵移植技 術
は、このSPF作 出技術 と共通 した技術で原則 的に無菌環境で ある子宮か ら病原 体
を排 除 しつっ母豚の優良 な遺伝形質を持つ産子 を得 ることが 出来 る。
即 ち、豚 における受精卵 移植技術は、繁殖生理学研究の手段か ら育種および感 染
源 か らの清浄化 とSPF豚 群作 出の有効な一手法 と して注 目され るに至 った。また、
豚 は、実験動物 と して も利用 され、遺伝系統の整備、疾患モデル、遺伝子転換豚 な
どの人為的遺 伝子操作豚の作 出において受精卵移植技術が活用 され ようと してい る
(図一1)。 しか し、豚受精卵移植に関す る研究は繁殖生理 学的研究が 中心に行 わ
れ、実用実施 に係 わる研究 は多 くは行われていない。
本研究 は、豚受精卵 移植 を産業 的に活用す るために必要な種 々の問題 点の解 明 と
技術 開発研究を行 った ものである。
2.豚 の発情誘起法 と過排卵法
(第2章)
本章 では、有効 な過排卵処理方法を開発することを 目的 と してPMSG、hCG、FSHお
よびAltrenogest(以下ALTという)を 未経産 または経産雌豚 に投与 した場合の卵巣
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反応につ いて外科 的または 屠殺 によ り胚 回収試験 を行 った。
性腺刺激 ホルモ ン(GTH)であ るP賊SGおよびhCGの処理 に当た って、ALTによる発情の
同期化処理を行 った場合 と比較 した。PMSGの投与量は0か ら20001Uの範 囲で、hCGは
0・500または7501Uで両者 を単独 または組み合わせて投与 した。ALTにJlる発情 の同
期化処理は、4～23日間 に1日 当た り16～20mgを経 口投与す ることで行 った。他方、
FSH製剤は、3～5日 間の漸減投与法 で合計7.75～13.5AUを投与 した。胚 回収 は、 自
然または誘起発情 時に交配 し、交配後3～7日 後にFSH投与 試験 における屠殺 による
胚回収法を除 き全身麻酔下 で正 中線切開で開腹 手術によ り実施 した。
黄体数 に対 す るPMSG、hCG投与 の影響 は、無投与の13.2に対 し、PMSG投与 によって
;増加傾 向を示 した。 しか し、その増加傾向は安 定 した もので はな く、PMSG投与 によ
って個体 によ り反 応に大 きなば らつ きがあ り、10001U以上の処理では排卵数が0～
91と大きいこ とが示 され た(図 一2)。 ホル モン剤無投与 ではば らつ きは小 さ く多
くの個体で排卵数 は数個か ら10数個であ った。正 常卵率 は、 無投与 に比べPMSG1000
または12001Uで有 意に低下 した(P<0.05)。遺残卵胞数 は、PMSG12001Uで有意 に増
加 した。また、卵胞嚢腫 の発生率が15001U投与区で有意 に高 か った(P〈0.05)。hC
G処理 では、hCG投与区の方 がhCG無投与 よ り正常卵率が有意 に高か った他は差 が認め
ちれ なか った。ALTを投与 した場合におけるPMSGとhCG処理の卵巣反応お よび胚 回収
成績 はALT無投与 における成績 と同様 の傾向を示 したがいずれ も有意な差は認 め られ
なか った。
FSH処理 による成績 を表 一1に 示 した。FSHの総投与量12.0～13.5AUでは 、非常 に
多 くの排卵数 を示 した個 体(132個)がある一方、全 く黄体 を認めなか った個体 も23
頭中5頭 で認 め られ、個体 によ り反応 に大きなば らつきがあ ることが認 め られ た。
以上の結 果、過排卵を 目的 と したPMSGの投与は、 自然排卵 に比べ排卵数 は増加傾
向を示す ものの正 常卵率 の低下、遺残卵胞ない し卵胞嚢 腫の発生率の増加傾 向を示
した。hCG併用投与 は、正 常卵率を高めた。FSHによる過排卵 は、12～13.5AUの漸減
投与 によ り認 め られ るものの反応にば らつきが大き く過排卵 処理 法 と しては更 に検
討する必要 が ある。
従 って、GTH処理での過排卵 は一回採卵を 目的 とした場合 に応用す ることが よ く、
同一供卵豚か ら安 定的 に多数の正常卵 を得 るには自然排卵 による胚 回収 を反復 して




豚胚 の採取法 には、屠殺 した雌豚か ら採取する方法 と外科的 に開腹手術 によ り採
取する方 法が これ までの報 告で示されている。前者では、対象 となる供卵豚 はその
時点で死 亡 し反復 使用 が出来ないことか ら本研 究の対象か ら除外 した。外科 的卵採
取法は、繁殖生理学研究の重要 な実験手 法の一つと して確立 されているが受精卵採
取を効率 的 に実施す る条件 の検 討は十分 に行われていない。 そこで、外科的採卵法
におけ る採卵時期、子宮角内灌流 回数 と回収率 の関係 か ら至適採卵条件を、また同
一供卵豚 か ら反復 して胚回収す ることを検討 した。
受精卵 採取時期 と回収率 の関係 については、交配後3～7日 令において 日令別 に
胚回収を行 い、回収率 な どを実験 した。 この結果(表 一2)、 豚受精卵を回収す る
日令 は4～6日 が回収率 がよい傾 向を示すが概ね発情 開始後3～7日 後のいずれ で
も差がな いことが 明か とな った。灌流回数 と回収率の関係 につ いては、10頭の供卵
豚 に対 し実施 し、灌流は左 右の子宮角に対 し各 々3回 、1回 当たり30m1の灌流液 で
灌流 し、灌流 回数毎の回収卵数および回収率を測定 した。その結果、3回 の灌流 に
よ り得 られ た卵の うち82.2%は1回目の灌流で回収 され、2、3回 目ではそれぞれ1
3.6、4.1%であ った。1、2回 の灌流 で95.9%の卵が回収 できたことになる。3回 目
の灌流で は、1子 宮角平均わずか0.4個しか回収できず、胚回収 を実用上実施す るに
は2回 の灌流が必要であ る もの と判断 された。
同一 供卵豚 に対す る反復 胚回収が卵巣反応および胚 回収成績に及ぽす影響を検討
した。28頭 の供卵豚に対 し4回 以上反 復 して胚 回収を行 った。反復 した胚回収全
てが 自然発情 による 自然発情区、反復胚 回収の うち1回 または間隔を開けた2回 ホ
ル モンによる発情誘起を行 った群(単 用区)、 連続 して2回 以上 ホルモ ンによる発
情誘起を行 った群(連 用 区)お よびホルモ ン投与 によ る誘起発情 と自然発情を交 互
に行 った群(間 欠 区)に お ける胚回収時の卵巣反応および胚 回収成績を比較検 討 し
た。各試験 区における自然排卵 処理、PMSG処理別排卵数 、胚 回収成績を表一3に 示
した。 自然発情 区では、9頭 の供卵豚に対 し、延 べ59回、1頭 平均6.6回(最大16回)
の胚回収 を全て 自然排卵処理で行 った。各個体 内にお ける胚 回収毎の排卵数の動 き
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は、①胚 回収毎 に排卵数が変動 した個体(変 動係数59.8)、②5ま たは7回 の うち
1回で他の 回収時 と大き く異な る排卵数 を示 した個体 、③胚回収毎 に安定 した排卵
数 を示 した個体(変 動係数20以下)に 分類でき、,①に1頭 、②に3頭 、③ に5頭 が
分類 され た。 また、各個体内の排卵数の平均値は、17～19であ った個体(4頭)と
10～14の範 囲にあ る個体(5頭)に 分類できた。 これ らの結果か ら、各個体 によ り
排卵数 に一定 の傾 向が認め られ ることが明か とな った。また、 同一個体 内で短期間
(連続 した周期性発情時)に 胚 回収 を反復 して も排卵数が増加ま たは減少す るな ど
の傾 向は認 め られず、概ね安定 していることが認め られた。また、連続 した胚回収
を実施 して も排卵数、胚回収率 に大 きな影響を及ぼ さないことが明かとな った。単
用区では、13頭の供卵豚に対 し、延べ84回、1頭 平均6.5回の胚 回収がで きた。PHS
G連用区では、4頭 の供卵豚 に対 し、延べ20回、1頭 平均5回 の胚回収を行い、各個
体につ いて2ま たは3回PMSG処理による胚回収 を連続 して行 った。PMSG処理 と 自然
排卵 処理 間に一定 の傾向 は認め られなか ったが 、前者 では後者 に比べ排卵数、 回収
胚数 ともば らつ きが大 き くなる傾向を示 した。 間欠区では、2頭 の供卵豚 に対 し各
々5回 の胚 回収を行 った。・胚回収は、 自然排卵処理 とPMSG処理 を交互に行 い、1頭
の個体のPMSG処理 時の回収胚数は 自然排卵処理 時の それよ り有意 に多か った(P〈0.
05)が排卵数 は有意 な差 ではなか った。他の個体 では両者 全 く差がなか った。
以 上を纏 めると同一供卵豚で反復胚 回収を行 うことが特 別に悪影響を与 えないが
各個体によ って受精卵回収率 に一定の傾 向があること、PMSG処理効果は明確 でな く
その後の卵巣反応 に も特 に悪影響を与 えないこ とが明か とな った。
以上のよ うに胚 回収を反復実施 して もその後 の排卵、胚回収に一定の影 響がない
ことを示 しが、外科的胚 回収 では、特 に開腹手術 にと もな う後遺障害がその後 の胚
回収を困難 とさせ ることが多 い。そこで、外科 的に反復胚回収を行 った場合の術後
障害要因を解 析 し、併せ て障害の 防除策 について検討 した。その方法は外科的に胚
回収を2回 以上、延べ457回実施 した127頭の供卵豚を対象に淘汰理 由を調査解析 し
た。127頭の淘汰発生状況を胚 回収実施時期別(3期 間に分割)、 反復胚 回収の淘汰
回次別、淘汰事由別の淘汰 頭数分布を調べた。その結果、時期 が進むに従 って癒着
による淘汰比率が減少 し、反復 回数が1、 ■、 皿期 でそれぞれ2.7、2.8、5.5回と時
期の進捗 によ って回数が増加 した。
癒着 防止 に効果的 と思 われる改良点は①豚体、術野 の丁寧な洗浄消毒、②Surgic
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aldrapeの使用、③手術用手袋 の潤滑粉末の術'前洗浄、④不織布ガーゼの使用、⑤
コンドロイチン硫酸ナトリウム溶 液の使用、⑥手術室の塵埃 防止 な どが挙げ られ る。これ らの個
々の効果が どの程度 かは比較検 討 していないの で明 らか に出来なか ったが、総合 的
な効果 と して多数回反復開腹 董可能に した もの と思われる。
4.非 外科的採卵法
(第3章、第2節)
豚 において も牛 と同様 に非外科的胚回収が可能 となれば、野外現 場での実施 も可
能 とな り実用化の重要な課題解決 となる。豚が牛 と異な る点は、解 剖学 的に極度に
長 い子 宮角を持つ ところにある。そこで、人為 的に子宮角を短 くす ることで非外科
的胚回収が可能か否かを検討 した。
供試豚 は、直腸検査が可能 な大 きさの5～ll産の経産 雌7頭 を使 用 した。子宮角
の短縮化手術 は、子宮角先端か ら約15cm、子宮角分岐部か ら前方に約2cmの子宮角を
切断部位 と した。両切断部位 に挟 まれた子宮角 を支配す る血管を子宮広 間膜の走行
部位 で二重 に結紮、切断 した。子宮角分岐部の 断端 と子宮角先端付近の断端 を端 々
吻合 した(図 一3)。
以上の方法 で作 出 した子宮角短縮豚に対 し常法 に従 って発情確認、交配を行 った。
胚の回収 は、発情 開始後4～6日 に行 った。回収方法は、牛の非外科 的頸管経 由に
よる胚 回収法 に準 じて行 った。立位で保定 し直腸 より子宮頸管および子宮角を触診
しつつ牛胚回収用バルー ンカテ ーテルを子宮体 まで挿入 し固定 した。カテーテル外
部端 にシ リコ ンチ ューブを接続 、37℃加 温 ウォ、一ターバス内のメス シ リンダ「 に誘
導 した。灌流 液は、抗生物質添加MEMを使用 した。子宮角短縮化手術 によって切 除さ
れ た中間部の長 さは平均83.6(69～112)cmで、結果 と して平均17.3(7.5～25.5)
cmに短縮 され た(表 一4)。 短縮後、少な くとも1回 は、 自然発情 を示 したが、1
～数 回の 自然発情後、黄体遺残 または卵胞嚢腫 で発情 が再帰 しなか った。手術後の
自然発情 による発情周期は平均26.2日で手術前 の22.3日よ り有意に長 くなった(P〈
0.Ol)。黄体遺残個体はPGF2α処理で平均5.2日目に発情を再帰 した。胚回収成績を
表 一5、6に 示 した。合計55回の胚回収を実施 し、合計338個の胚が回収 されたが、
1回当た りの回収胚数はば らつ きが大き く5個 以下の回収事例が約半数 あった。胚
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回収試験 後、供 試豚 を屠殺 し生殖器の状 態を検査 し、7頭 中5頭 は正常であ ったが
1頭で卵 管采 と卵巣の 間に軽度の癒着 と他の1頭 で子宮角吻合部位で閉塞 して いた。
7頭、14子宮角に対す る子宮角短縮化 手術 を実施 し、 この うち1頭 の片側の吻合
部分で手術失 敗 と思 われる閉塞があ った他 は開通 してお り、本手術法で豚 子宮角を
数cm～20数cmに短縮 でき、成功率 も高い もの と判断されぢ。子宮角短縮豚 を用 いた
非外科 的胚 回収は、回収率 にかな りのば らつ きがあるが胚の発育ステー ジは、外科
的胚回収 によ るもの と概ね一致 した。 これ らの ことか ら子宮角短縮豚 にお いて も正




受精卵移植技術が一 連の技術体系 と して実用 に供 されるためには移植す る胚 を効
率よ く採取す るための技術 とともに、採取 された胚を効率 よ く受胎 させるための移
植に係 わる条件 を明確 に してお く必要 がある。そ こで、受胎率 に影響を及 ぼす と考
えられる移植胚 の発育 ステ ージ、移植胚数、移植部位 と受胎率 に関する検 討を行 っ
た。胚移植実験 に用 いた胚 は前章に示 した外科的胚回収方法 に準 じて採取 し、発情
同期化 され た受卵豚 に外科 的に移植 した。
受精卵移植 を行 うにあ た り移植 対象 となる胚の発育 ステージは何 れが適 当である
のかを胚の 回収操作性、受胎率の面 か ら検討す る必要がある。回収操作性 の面 では、
4細胞期胚以 前の胚 は、排卵か ら回収までの時間的許容範囲が狭い こと、卵管灌流
が必要 な ことか ら特別 な 目的以外では不適 当と考え られ る。一方、発育の進んだ脱
出胚盤胞以 降では、胚が灌流液 中で沈降 し難 く検索回収が難 しくな ることな どか ら
これ も不適 当 と考 え られ る。この ことか ら、胚の回収操作性 の面で は、4細 胞期 か
ら胚盤胞が適 当である。 しか し、4細 胞期か ら胚盤胞の間に受胎性 に差がある とす
れば、最 も受胎性 の高 い胚 を選択すべ きである。そこで、発育 ステ ージの異なる4
細胞期胚 か ら胚盤胞期胚 を移植 し受胎性 を比較 した。 その結 果(表 一7)、4細 胞
期胚か ら胚 盤胞の間では受 胎率 に差がな く何れの胚で も移植 対象 と して適 当であ る
ことが示 され た。
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っいで、移植胚 数 と受胎率の関係につ いて実験を行 った。移植胚数 を5以 下、6
～10、11～15、16～20、21以上に分けて移植 した。そ.の結果 、受胎率 は、有意 では
ないが移植胚 数が増え ると受胎率 も上が る傾向を示 した。特 に5個 以下では、全 く
受胎 しなか った。受胎例における移植胚 の生存率(産 子または胎仔数/移 植胚数)
は、大 きな差 がな く、移植胚数 が増えるに従 い胎仔数 が増加する傾 向を示 し、その
相関関係は、y・0.423x+0.923(r・0.607;P〈0.01)の一次回帰式で示す ことが
出来 た(図 一4)。 この ことか ら、少な くとも移植胚 数は5個 以上 移植 しないと妊
娠が成立 せず 、20個前後の方が 、10個前後 よ り高い受胎率が得 られ るようである。
また、産子数 は、20個以 下の移植胚数 では 自然交配による一般的な産子数 よ り低 い
が21個以 上の区で は正常産 子数 に近い ものとなった。 このことか ら効率よ く産子 を
得るためには受胎率、胚の生存率か ら20個前後であろ うと推定 された。
受精卵 移植 にお いて移植 する部位は左右 いずれか片方の子宮角でよいとされ てい
る(Webeletal.,1970)。しか し、片側のみの移植 と両側へ の移植で受胎率、胚 あ
生存率 との関係 は明かではない。そこで、両者の比較試験 を実施 した。両側 移植 区
では、 同等数 の移植胚を2本 の牛精液用 ス'トローに分 け、10頭の受卵豚の左右子宮
角にそれぞれ移植 した。片側移植区では、回収 された胚全てを片側 の子宮角 に移植
した。その結 果、両側および片側移植 による受胎率は、それ ぞれ40.0%(4/10)、50.
0%(10/20)であったが 、後者では妊娠 した受卵豚の2頭 が流産 したため分娩に至 った
分娩率 は40.0%(8/20)で両者間に有意な差はなかった。移植胚数の生存率は、加重平
均、算 術平均 とも片側移植 の方が高い傾 向を示 したが有意ではなか った。このこと
か ら胚 移植は片側 子宮角に行えば十分であることが明か とな った。
6.豚 受精卵 の凍結保存法
(第5章)
受精 卵移植 技術を実用技術 と して幅広 く活用するためには、胚 の保存法の開発が
重要 な課題 とな る。 しか し、豚胚は低温感受性が非常に高 く、生存 臨界温度 は15℃
であ るとされて きた。 しか し、,これ ら低温感受性が高 いとされ る根拠 となる実験 の
多 くは発育 ステー ジが比較的若 い胚が対象 とされていた。 しか し、 日齢の進 んだ胚
を15℃以下の非凍結低温領 域に暴露 し生存す ることが報告され、発育 ステー ジによ
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って低 温感受性 が異 なることが示唆 され た。そこで発育 ステー ジの異なる胚 を凍結
し、融解後の培養 ・形態観察 によ って生存性 に差があるか否かを実験 した。凍結 方
法は牛 における胚凍結 と同様 の方法で行 った。凍 結媒 液は、20%CFS加Dulbecco-PBS
にグ リセ リンを添加 した。 グ リセ リン濃度は、0.3～1.5Mの5段階で、順次10分つつ
平衡 した。平衡後 、牛精液用ス トロー内に封入 し、プ ログラムフ リーザーで冷却 し
た。冷却 プ ログラムは、一6.8℃まで毎分1℃ 、一6.8℃で10分間保持 し、 この間に植
氷 を誘起 した。その後一35℃まで0.3℃/分、更 に一36℃まで0.1℃/分で冷却 し、直
ちに液 体窒素液 内に容れ保管 した。胚 の融解 は、37℃温湯 にス トローを漬けて行 っ
た。1.2～0.3Mグリセ リン加PBSでグ リセ リン除去を行 い、数 時間以上の培養 によ る
形態観察 で生存性 を判定 した。
合計1026個の胚 を凍結 ・融解 し、12.1%、124個の胚 が生存 していた。発育 ステー
ジ別 には発育 が進 むほど生存率 が有意に高ま った(P≦0.05:表一8)。200μmを境
と した拡 張胚盤胞 の大小では小 よ り大の方が生存率が高い傾 向を示 した。 この結果、
以降の凍結 に関す る実験 では、200μmを超え る拡張胚盤胞以上の胚 を実験 に用 いた。
豚 受精卵 に対す る耐凍剤 に関す る知見は殆 どない。そ こでグリセリン、DMSO、CaC12、鶏
卵黄 およびレシチンの凍結保護物質 と しての効果を比較 した。
その結 果、DMSOに比ベグリセリンの方が凍結胚の生存率が高い傾向を示 し(P〈り.1)、
CaCl,添加は有意 に凍結胚の生存率 を低下 させ た(P<0.01)。鶏卵黄は、有意 に凍結
胚の生存率 を低下 させた(P<0.01)が、非働化鶏卵黄は差がなか った。ま た、非働
化鶏卵 黄は、その成分であるレシチンよ り有意 に生存率が高 く(Pく0.05)、レシチンが卵黄
を代替す る効 果は得 られなか った。
以 上のよ うにグリセリンとDMSOを比較 したが、一般に前者 よ り後者の方が細胞毒性が
低 いとされて いることと合致 した結果が得 られ た。二価のCaイオンは、植物培養 細胞、
牛受精 卵の凍結 において凍結障害 を抑制す る効果があ るとされるが、これ とは相反
す る結 果 とな った。鶏卵黄 および その成分であ るレシチンについては、生卵黄 添加は、
む しろマイナス効果を示 し、非働化卵黄 にお いて も添加 による効果は認め られず、
また、非働化 卵黄 とレシチンは差がなか った。従 って、グリセリン1.5Mよりも耐凍性を高 め
る耐凍剤は見 出す ことが出来 なか った。
ここまでの受精卵凍結実験 に基づ き200μm以上の拡張胚盤胞 を用 い一35℃(実験1)























窺 生 理 孚 研.・
SP.F化
醐 .受精,β.移.揮.. ク6..一.ニ ン グ
...這姦 子.導..入絞 雀 胚 性.玲 短 抱
?
i
有 痴 物 質 の
.生 崔
三.藁 品 … ど.
1、肇墨季〒.生腎.
=

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































よって博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資格カミあるものと判定 された。
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